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Verfahren zur Herstellung chiraler a-Hydroxycarbonsauren durch enzymatische Hyd- 
rolyse von chiralen Cyanhydrinen 

Optisch aktive a-HydroxycarbonsSuren finden beispielsweise als Zusatzstoffe zu Fut- 
termitteln oder bei der Gewlnnung pharmazeutlscher Wirkstoffe, Vitamins und Flus- 
sigkristalle Verwendung. 

Diese optisch aktiven a-Hydroxycarbonsauren lassen sich weiters beispielsweise 
nach Effenberger et al., Angew. Chem. 95 (1983) Nr.1, Seite 60, vorteilhaft in ander- 
weitig nur sehr schwer herzustellende N-substituierte optisch aktive a-Aminos§uren 
QberfQhren. 

Chirale a-HydroxycarbonsSuren sind heutzutage chemisch, fermentativ oder enzy- 
matisch zugdnglich. 

Aus der Literatur ist deshalb eine Reihe verschiedener Synthesemdglichkeiten von 
chiralen a-Hydroxycarbonsauren bekannt. 

So kcinnen racemische Cyanhydrine unter Zusatz geeigneter Mikroorganlsmen zu 
den gewDnschten chiralen a-HydroxycarbonsSuren hydrolysiert werden. 
Die Herstellung von chiralen a-HydroxycarbonsSuren. speziell die Herstellung von 
optisch aktlver Milchsaure oder MandelsSure aus racemischen Cyanhydrinen mit 
verschledenen Mikroorganisnnen der Gattungen Alicaligenes, Pseudomonas, Acine- 
tobacter, Rhodococcus. Candida u.s.w. ist beispielsweise In EP 0 449 684, EP 0 527 
553. EP 0 610 048. u.s.w. beschrieben. 

Aus diesem Stand der Technik ist es auch bekannt, dass wenn ein racemlsches Cy- 
anhydrin enzymatisch unter VenA^endung einer Nitrilase zu der kon-espondierenden 
a-HydroxycarbonsSure hydrolysiert wird, das Problem auftritt, dass das Enzym in- 
nerhalb kurzer Zeit inaktiviert wIrd und so die gewQnschte a-Hydroxyogrbons§ure 
meist nur in geringen Ausbeuten und Konzentrationen erhalten wird. Dies gilt auch 
bei der Venvendung von Nitrilhydratasen. die das Cyanhydrin zu dem korrespondie- 



renden a-HydroxyamId umwandeln. Die Hydroxyamide kGnnen sodann wiederum zu 
den kon-espondierenden a-Hydroxycarbonsauren umgesetzt werden. 

Es ist auch bekannt. belspielsweise aus Angew. Chem. 1994. 106. Seite1615f dass 
sIch optisch aktive Cyanhydrine ohne Racemlsierung mit konzentrierter SalzsSure zu 
den korrespondierenden chiralen a-HydroxycarbonsSuren hydrolysleren lassen Die 
optische Reinheit der so hergesteilten chiralen a-HydroxycarbonsSuren entspricht 
dabei der optischen Reinheit des eingesetzten chiralen Cyanhydrins. auch wenn die- 
ses m-situ durch enzymkatalysierte Addition einer Cyanidgruppe an einen entspre- 
chenden Aldehyd oder ein Keton erhalten und ohne Isolierung bzw. Aufreinigung 
weiterverarbeitet wird. 

Nachtelllg be! dieser Reaktion Ist. dass empfindliche Substrate zersetzt werden und 
das Auftreteh von Korrosion. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es. ein Verfahren zu finden. bel welchem so 
polare Nitrile wie chirale Cyanhydrine mit einer milden und effizienten IVlethode in die 
korrespondierenden chiralen Hydroxycarbonsauren QberfOhrt werden kOnnen wobel 
die Hydroxycarbonsauren in etwa die gleiche enantiomere Reinheit wie die Cyan- 
hydrine aufweisen. 



Unenvartetenveise konnte diese Aufgabe durch die Verwendung eines speziellen 
Baktenums aus der Gattung Rhodococcus gel6st werden. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist demnach ein Verfahren zur Hersteliung 
von chiralen a-Hydroxycarbonsauren. das dadurch gekennzeichnet ist, dass (R)- 
oder (S).Cyanhydrine In Gegenwart von Rhodococcus erythropolis NCIMB 11640 
durch enzymatische Hydrolyse In die korrespondierenden (R)- oder (S)-a- 
Hydroxycarbonsauren (iberfUhrt werden. 
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Bel dem erfindungsgemaBen Verfahren werden (R). und rSj-Cyanhydrine in (R)- und 
rs;-a-Hydroxycarbons§uren mit einer optlschen Relnheit von bis zu > 99%ee uber- 
fQhrt. 

Als Ausgangsverbindungen dienen (R)- und (S)- Cyanhydrine. die durch enzymatl- 
sche Oder chemlsch katalysierte Addition einer Cyanidgruppe an die entsprechenden 
Aldehyde oder Ketone hergestellt werden. 

Die enzymatische oder chemlsch katalysierte Addition einer Cyanldgmppe an die 
entsprechenden Aldehyde oder Ketone kann dabei analog dem Stand der Technik, 
beispielswelse analog EP 0 961 561. EP 0 927 766, EP 0 632 130. EP 0547 655. EP 
0 326 063 u.s.w., erfolgen. 

Als Ausgangsverbindungen eignen sich die Im Stand der Technik zitierten Aldehyde 
und Ketone. 

Beispiele fQr geeignete Aldehyde sind dabei aliphatische. aromatische oder hetero- 
aromatische Aldehyde. Unter aliphatischen Aldehyden sind dabei gesattigte oder 
ungesattigte aliphatische. geradkettige. verzweigte oder cyclische Aldehyde zu ver- 
stehen. Bevorzugte aliphatische Aldehyde sind geradkettige Aldehyde mit insbeson- 
dere 2 bis 18 C-Atomen, besonders bevorzugt von 2 bis 12. die gesattigt Oder eln- 
oder mehrfach ungesattigt sind. Der Aldehyd kann dabei sowohl C-C- 
Doppelbindungen als auch C-C-Drelfachbindungen autweisen. Der Aldehyd kann 
unsubstituiert oder ein- oder mehrfach durch unter den Reaktlonsbedlngungen Inerte 
Gaippen. beispielswelse durch gegebenenfalls substltuierte Aryl- oder Heteroa- 
rylgruppen. wie Phenyl- oder Indolylgruppen. durch d-Ce-Alkyl. gegebenenfalls sub- 
stltuierte Cycloalkylgnippen. die eIn oder mehrere Heteroatome aus der Gruppe O. 
S, P. Oder N aufweisen k6nnen, Halogen-, Ether-. Alkohol-. Acyl-. CarbonsSure-.' 
Carbonsaureester-, Nitro- oder Azidogruppen substitulert sein. 
Beispiele fQr aromatische oder heteroaromatische Aldehyde sind Benzaldezyd bzw 
verschieden substltuierte Benzaldehyde wie etwa 2.Chlorbenzaldehyd. 3.4- 
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Difluorbenzaldehyd, 4-Methylbenzalclehyd, S-Phenoxybenzaldehyd, 4-Fluor-3- 
phenoxybenzaldehyd. weiters Furfural. Anthracen-9-carbaldehyd. Furan-3- 
carbaldehyd, lndol-3-carbaldehyd. Naphthaiin-1-carbaldehyd. Phthaldialdehyd, Pyra- 
zol-3-carbaldehyd, Pyrrol-2-carbaldehyd. Thiophen-2-carbaldehyd. Isophthalaldehyd 
Oder Pyridlnaldehyde u.s.w.. 

Beispiele fQr Ketone sind aliphatische. aromatische oder heteroaromatische Ketone, 
bei denen das Carbonylkohlenstoffatom ungleich substituiert ist. Unter aliphatischen 
Ketonen sind geradkettige. verzweigte oder cyclische Ketone zu verstehen. Die Ke- 
tone konnen gesMttigt oder ein- oder mehrfach ungesSttlgt seln. Sle kOnnen unsubstl- 
tulert Oder ein- oder mehrfach durch unter den Reaktlonsbedlngungen inerte Grup- 
pen. beispielsweise durch gegebenenfalls substltulerte Aryl- oder Heteroarylgruppen 
wie Phenyl- oder Indolylgruppen. durch Halogen-. Ether-. Alkohol-. Acyl-. CarbonsSu- 
re-, Carbonsaureester-. Nitro- oder Azidogruppen substituiert sein. 
Beispiele fOr aromatische oder heteroaromatische Ketone sind Acetophenon, Indoly- 
laceton u.s.w.. 

Bevorzugt werden (R)- oder (S)-Cyanhydrine der Formal 

HO^CN 
R1 R2 

In der R1und R2 unabhangig voneinander H, einen gegebenenfalls ein- oder mehr- 
fach mit unter den Reaktlonsbedlngungen inerten Substituenten substituierten d-Ce- 
Alkyl- Oder Alkenylrest oder einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit unter den 
Reaktionsbedingungen inerten Substituenten substituierten Phenylrest bedeuten, mit 
der MaBgabe, dass R1 und R2 nicht belde H sind. 

Bevorzugte unter den Reaktionsbedingungen Inerte Substituenten sind beispielswei- 
se Halogene. wie Fluor. Brom und Chlor. Ci-Ce-AlkyI oder -Alkoxy. Ether. Ester. Ace- 
tale Oder gegebenenfalls substltulertes Phenyl und Phenyloxy. 
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Besonders bevorzugt elgnen sich fUr das erfindungsgemaBe Verfahren (R)- oder (S)- 
Cyanhydrine. wie etwa (R)- oder (S)-2-Hydroxy-4-phenyl-butyronitril, (R)- oder (S)-2. 
Chlormandelonitril. (R)- oder (S)-Mandelonitril. (R)- oder (S)-4-MethylmandeIonitril. 
(R)- Oder (S)-3-Phenoxymandelonitril, (R)- oder (S)-2-Hydroxy-2-methyl-heptannitril, 
(R)- Oder (S)-2-Hydroxy-2-phenyl-propionitril. (R)- oder (S)-2-Hydroxy-3-pentennitril. 
(R)- Oder (S)-l-Hydroxy-cyclohexannitril, (R)- oder (S)-Acetophenoncynahydrin. 

Das entsprechende (R)- oder (S)- Cyanhydrin wird sodann erflndungsgemaB enzy- 
matisch hydrolysiert. 

Die enzymatische Hydrolyse erfolgt erfindungsgemaB In Anwesenhelt von Rhodo- 
coccus erythropolis NCIMB 1 1540. 

Mit Rhodococcus erythropolis NCIMB 11540 wurde uneiwarteterweise ein Mikroor- 
ganismus gefunden. der sIch dadurch auszelchnet, dass er Qber ein Nitrilhydrata- 
se/Amidase-Enzymsystem verfQgt, das die Nitrllfunktion von derart polaren Nitrilen, 
wie die oben angefDhrten Cyanhydrine hydrolysieren kann. 

Durch das Nitrilhydratase/Amidase-Enzymsystem von Rhodococcus erythropolis 
NCIMB 11540 werden die chiralen Cyanhydrine im ersten Schritt durch die Nitril- 
hydratase in das kon-espondierende chirale Hydroxyamid hydrolysiert, welches so- 
dann In einem zweiten Hydrolyseschritt durch die Amidase In die entsprechende chi- 
rale a-Hydroxycarbonsaure QberfQhrt wird. 

Der MIkroorganismus kann bei dem erflndungsgemaBen Verfahren in jegllcher Form, 
belspielswelse In Fomri von gemahlenen Zellen, rohen oder gereinigten Enzymen. 
rekombinanten Enzymen. immobilisierten Zellen oder Enzymen. lyophilisierten Zellen 
Oder von „restlng cells" eingesetzt werden. 

Bevorzugt werden rekombinante Enzyme, resting cells oder lyophilisierte Zellen, be- 
sonders bevorzugt rekombinante Enzyme oder resting cells venwendet. 
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Neben dem Einsatz der Nlttlhyd^se^Amldase-aWiven PrSparationen von 

RWococcs en^n,po,ls NCMB ,1540 ZeHen stell. die Venvendung von reLT 
nanten. ,n eineo, 8ee,gne.e„ M*.organrsn,us, wie e^va E. co,/. Pfc JpaZI 

ZZ'^l ^T"""'- P«para«onrr Zl 

ZZT -tsprechenden Gene n,i. Hilfe von Plasl 

Konsm^Wen ,n geeignete Wirtezellen. beispielsweise in E. oo„. PIcMs pas,o,TZ 
cyrnyc^s.. Aspe.g„,us.. K. Uot>.. Wirtszelien eingeb^ch.. Du^wTm e^J 

' It '7 ""^^-^P""^-" warden. In, Falie der Amidase KSnnen hie*el wait hahe- 

asser Oder einer Puflarlteung, suspendiert. Geeignete PufferlBsun 
gan s,nd beispielawaise Phosphan,u«ar, w,e ahva K/Na-Phospha.puffer PBS PuZ 
Butyratpufler, CifratlBsungen u.s.w.. Pnatpulter, PBS-Puffer. 

biiriT r "^'"^^ so„.e dabe. in einem Bereich von pH 4 5 

bis pH 1 1 , bevorzugt von 5.5 bis 8.5 iiegen. 

Anschlieftend wird die so erhaitene Suspension mi. dan, en.sp,achenda„ chi«,en 
Cyanhydnn varse«. Da es sich bei den chiralen Cyanhydnnan urn ,ipop.,iL t*" 
dungen ™. besohr.nK,er Wasser.es,ichte« handelt, is. dfe Venvendung eine^ L^ 

um /n Losung zu bringen. 

Ate Usungsvennittler eignen sich beispieisweisa organischan Lesungsmi«ei Tensi- 
de, Phasen.ransferl<atelysatoren, U.S.W.. a mraei, lensi 

°er aioneV'^dTr'' ^'^ erfindungsgen,.Be Verfahren ais Cosol- 

van« e,gnen s.nd solcha, die erstens das Substra. aus^ioi,and lasen und zweitens 
d.e Enzyn»W,vi«. so wenig v,ie megiiol, beeinWd,.igen 



Beispiele dafQr sind Dimethylsulfoxid (DMSO), Dimethylformamid (DMF), Ci-Ce- 
Alkohole, wie etwa Methanol, Ethanol, i-Propanol. 1-Butanol, 2-Butanol, t-Butanol 
Oder 1-Pentanol, Toluol oder t.-Butylmethylether (TBME) oder Gemische derselben. 
Bevorzugt warden als Cosolvens DMSO, DMF, Ethanol, l-Propanol oder Gemische 
derselben und besonders bevorzugt DMSO und DMF eingesetzt. 

Der Cosolvensanteil sollte zwischen 0,5 und 20 Vol.%, bezogen auf das Gesamtvo- 
lumen der Reaktionslosung liegen. 

Bevorzugt llegt der Cosolvensanteil zwischen 1 und 15 Vol% und besonders bevor- 
zugt zwischen 2 und 10 Vol%. 

Die Substratkonzentratlon in der Reaktionslosung sollte bei dem erfindungsgemd&en 
Verfahren in einem Bereich von Ig/I bis zu 100g/l (bezogen auf das Gesamtvolumen 
der Reaktionslosung) liegen, wobei die Akzeptanz einer ausreichend hohen Sub- 
stratkonzentration die Grundvoraussetzung fOr die Anwendung der erfindungsgema- 
Ren enzymatischen Hydrolyse im prSparativen Madstab ist. 

Bevorzugt sind Substratkonzentrationen bis zu 50g/l, besonders bevorzugt bis zu 
25g/l. 

Die mogliche umsetzbare Substratkonzentratlon hSngt von der eingesetzten En- 
zymmenge ab. FDr eine effiziente, quantitative Umsetzung muss der erste Hydroly- 
seschritt sehr rasch erfolgen, um den Zerfall des Cyanhydrins und die dadurch be- 
dingte Racemlslerung zu vemrieiden. sodass relativ hohe Zelldlchten erforderllch 
sind. 

Es ist dabel zu beachten, dass eIne ausrelchende Durchmischung des Reaktionssys- 
tems gewShrleistet ist. 

Die Zell- bzw. Enzymmenge hangt von der Aktivitat des Mikroorganismus in der ein- 
gesetzten Form, sowie von der Substratkonzentratlon und dem Cosolvens ab. 
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Der pH-Wert des Reaktlonsgemisches sollte zwischen 4.5 und 11. bevoizugt zwi- 
schen 5,5 und 8 liegen. 

Gegebenenfalls kann dem Reaktionsgemisch zur Einstellung des pH-Wertes noch 
e.ne geelgnete SSure bzw. saure Salze. wie etwa PhosphorsSure. BorsSure. Citro- 
nensSure, u.s.w. zugesetzt werden. 

Die erfindungsgemaSe enzymatische Hydrolyse wird bei einer Temperatur von 10 bis 
60X. bevorzugt bei 16 bis SO'C und besonders bevorzugt bei 20 bis 46-C durchge- 
fuhrt. ^ 

Nach erfolgter Hydrolyse zu den gewQnschten chiralen a-Hydroxycarbonsauren er- 
folgt deren Isolierung aus dem Reaktionsgemisch mittels einer bekannten Technik 
w,e etwa Abzentrifugieren der Zellen. Extraktion des Produktes nach Ansauem mii 
HCI (Z.B.: pH 2) und gegebenenfalls weitere Aufreinigung durch Aktivkohlefiltration 
und Umkristallisation. 

Durch die erfindungsgemaSe Verwendung von Rhodococcus erythropolis HCMS 
11 540 werden somit so polare Nitrile. wie chirale Cyanhydrine auf einfache und effi- 
ziente Weise unter milden Bedingungen in die korrespondierenden chiralen a- 
Hydroxycarbonsauren QberfQhrt. wobei keinerfei Racemisierung auftritt. Die ge- 
wunschten a-HydroxycarbonsSuren werden dabei. in AbhSngigkeit vom ee-Wert des 
eingesetzten Cyanhydrins. in hoher optlscher Reinheit von bis zu Qber 990/0 und in 
hohen Ausbeuten von bis zu Qber 98% erhalten. 
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Beispiel 1: Herstellung des Biokataiysators 

Fur die Herstellung der Biomasse von Rhodococcus erythropolis NCIMB 11540 wur- 
de ein komplexes Standardmedium (Medium A, s. Tab.1) verwendet. Die Stammhal- 
tung erfolgte auf Agar-Platten nnit IVIedium A (Verfestigung mit 16g/l Agar). Die Plat- 
ten wurden durch seitliclies iJmwickeln mit Parafilm verschlossen und im KQhl- 
schrank bei 4° C gelagert. 

Das Wachstum der FlOssigkulturen erfolgte in 1000ml Erienmeyerkolben mit Schika- 
nen mit 250ml Medium A bei SOX und 130rpm. 

Variante I (ohne Vorkultur): Etwa die Haifte der Biomasse einer Agarplatte wurde in 
5ml steriler, physiologischer KochsalzlSsung suspendiert. Je eine Zellsuspension 
wurde 250ml Kulturmedium zugesetzt. 

Variante II (mit Vorkultur): Fdr die Vorkultur wurde etwas Biomasse einer Agarplatte 
in 5ml steriler, physiologischer Kochsalzldsung suspendiert. Je eine Zellesuspension 
wurde 100ml Kultunnedlum zugesetzt (= Vorkultur). Nach 20-24h Wachstum wurden 
5ml dieser Vorkultur je 250mL Kultunnedlum zugesetzt. 

Die Zellernte erfolgte mittels Zentrifugation bei ca. SOOOrpm fQr 30min bei 0-4°C. Die 
Zellen wurden einmal mit K/Na-Phosphatpuffer (50mM, pH 6.5) gewaschen. Dann 
wurden die Zellen in frischem Puffer resuspendiert und entweder nach Schockfrieren 
lyophilislert (Umsetzungen mit lyophillsierten Zellen, Beispiel 2), oder diese Zellsus- 
pension (ca. 6-8% des Kulturvolumens) wurde direkt fQr die biokatalytischen Umset- 
zungen venwendet (Umsetzungen mit Resting cells, Beispiel 3). 
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Tabellel : Zusammensetzung von Medium A 



Sterilisationsarunnia 


oUDstanz 


Konzentratlon [g/l] 


1 




4.97 


KH2P04 


2.04 


II 


MgS04.7H20 


n 0 


III 


CaCl2.2H20 


0.02 


Ammoniumelsen(lll)-citrat 


0.05 


Spurenlosung SL-6 


1ml/l 


IV 


Hefeexlrakt 


1 


Fleischpepton 


10 


V 


Glucose 


10 



Beispiel 2: Umsetzungen mit lyophilislerten Zellen im anaiytischen Maftstab 

31.6mg. 52.6mg bzw. 105.2mg lyophilislerte Zellen wurden in 10ml Phosphatpuffer 
(50mM, pH 6.5) ca. 1 Stunde bei 130rpm und 20-25°C rehydratisiert. Je 475pl dieser 
Zellsuspension wurden in 1.5ml Eppendorf-ReaktionsgefaBe QberfQhrt und mit 25|j| 
einer ca. 200mM Substratldsung von 2-Hydroxy-4-phenyl-butyronitril in DMSO ver- 
setzt (3mg, 5mg bzw. lOmg Zellen/ml, S.-Konz. ca. lOmM, 5% DMSO). Die Umset- 
zung wurde im Themiomixer bei 30°C und lOOOrpm durchgefOhrt. Nach 0, 2. 4, 6, 8, 
10, 15. 20. 30. 60 und 120 Minuten wurde jewells ein Eppendorf-ReaktionsgefaB mit 
0.5ml IN HCI versetzt. Nach Zentrifugatlon (5mln. IS.OOOrpm) und entsprechender 
VerdQnnung wurden die Konzentrationen von Cyanhydrin, Hydroxyamid und Hydro- 
xysSure mittels HPLC bestimmt. 
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Tabelle 2 Hydrolyse von 2-Hydroxy-4-phenyl-butyronitril durch lyophilisierte Rhodo- 
coccus erythropolis NCIMB 1 1540 Zellen (10mg Zellen/ml; Substratkonz.: lOmM) 
Konzentration (mM) von Substrat. Hydroxyamid und Hydroxycarbonsaure in Ab- 
hangigkeit von der Zeit (nnin) 





0 min 


lOmin 


20mln 


SOmin 


eOmIn 


lOOmin 


120min 


Substrat 


lOmM 


1.9mM 


0,7mM 


0,25mM 


OmM 


OmM 


OmM 


Amid 


OmM 


4,7mM 


3,5mM 


3.2mM 


2mM 


I.ImM 


0,5mM 


Sdure 


OmM 


3.3mM 


5,4mM 


6,1mM 


7.5mM 


8,2mM 


8,5mM 



Beisplel 3: Enzymatische Hydrolyse unter Verwendung von Resting cells und 
lyophilisierten Zellen 

Die Herstellung des Blokatalysators erfolgte analog Beisplel 1, Variante \, 2 Kultur- 
kolben. Nach 20 Stunden (OD546 = 3.5 bzw. 1.8) wurden Zellen aus je 4 mal 10ml 
FemrientatlonsbrQhe abzentrifugiert und einmai mit K/Na-P04 Puffer (pH 6.5, 60mM) 
gewaschen. Je 2 Zeliproben wurden vor Aktivitatsbestimmung lyophiiisiert. die ande- 
ren beiden wurden ais Resting cells venwendet. 

Die Zellen wurden In 1.8ml K/Na-P04 Puffer (pH 6.5. 50mM) resuspendlert (lyophili- 
sierte Zellen wurden zur Rehydratation 1h geschQttelt). Die Reaktion wurde durch 
Zusatz von 200^1 einer 200mM SubstratlOsung In DMSO gestartet ( Substrat-Konz. 
ca. 20mM ) und bei 30°C und 130rpm im SchQttelschrank durchgefuhrt. Nach 30min, 
60min und 17h wurden 200|j| entnommen und mit 200mI IN HCI versetzt. Nach Zen- 
trifugatlon (5min, 13.000rpm) und VerdQnnung wurden mittels HPLC die Umsatze 
bestimmt. Dabei wurden nur das Substrat und die beiden Produkte berQcksichtigt Als 
Substrat wurde (f?)-2-Chlonnandelonitril (ee >99%) ven^/endet. Die Ergebnisse sind 
in Tab. 3 dargestellt. 
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labella^ Ergebnisse der Umsetzungen von Kultur 1 (OD546 3.5). Substrat: (R)-2- 
Chlonnandelonitril 



OH 

ex!"" 


Restir 


ig cells 


Lyophilisierte Zellen (19mg/mL) 


Umsatz CH 


Umsatz HA[%f 


Umsatz CH 


Umsatz HA[%]2 


30min 


100 


2 


40 


<1 


60mln 




4 


41 


0 


17h 




42 


43 




<1 



1: Der Umsatz des Cyanhydrins (CH) bezieht sich auf belde Produkte (Hydroxyamid 
und Hydroxysaure). 

2: Der Umsatz des Hydroxyamldes (HA) bezieht sIch auf die Menge an HydroxysSu- 
re, die aus dem vorhandenen Hydroxyamid gebildet wurde. 

Belsplel 4: Enzymatische Hydrolyse unter Verwendung von unterschiedllchen 
Substratkonzentrationen 



Versuch 4.1- 

Bel Versuch 4.1 wurde die Reaktion im analytischen MaBstab (Reaktionsvolumen 
1ml) mit 3 Substratkonzentrationen (2.2g/l. 6.6g/l. 13.2g/l) durchgefQhrt. 

Die Herstellung des Biokatalysators erfolgte gemSS Beispiel 1. Variants II 21 Fer- 

mentationsmedlum. Emte nach 20 Stunden (0Da4e 6.1). Die Zellen aus 8 ma! 10ml 

Fermentationslosung wurden in Kulturrohrchen abzentrifugiert. Die erhaltene Zell- 

masse wurde einmal mit je 2ml K/Na- Phosphatpuffer (pH 6.6. 50mM) gewaschen 

Der Inhalt von 2 Rahrchen wurde zur Bestimmung des Trockengewichtes lyophill- 
siert. 
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Auswaage: 1 . 37mg lyophilisierte Zellen / 10ml FermentationslOsung 
2. 30mg 

(Diese Menge entsprach ca. dem Einsatz an Zellen/ml bei den folgenden Umsetzun- 

gen.) 

Der Inhalt der restlichen 6 RShrchen wurde in 950|jl Puffer resuspendiert (OD ca. 40) 
und in Eppendorfers UberfDhrt. Diesen Zeiisuspensionen wurden je 50pl verschieden 
konzentrierter Substratlosungen (3 Konzentrationen, Parallelansatze, 5% DMSO als 
Cosolvens) zugesetzt. Die Eppendorfers wurden am Thermomixer bei 30°C und 
lOOOrpm geschUttelt. Zur Umsatzkontrolle wurden jeweils 200pl entnommen und mit 
200pl IN HCI versetzt. Nach Zentrlfugation (5min, 13.000rpm) und VerdQnnung wur- 
den die Umsatze mit HPLC bestimmt. 

Folgende Konzentrationen (R)-2-Chlormandelonitrll wurden verwendet: 

a. SubstratlSsung: 11 mg (R)-2-Chlomfiandelonitril in 250|jl DMSO (ca. 260mM) 
Substratkonzentratlon im Ansatz: 2.2g/l (13.1mM) 

b. SubstratlSsung: 33mg (R)-2-ChIormandelonltrll In 250|jl DMSO (ca. 290mM) 
Substratkonzentratlon im Ansatz: Substratkonzentratlon: 6.6g/l (39.4mM) 

c. Substratiesung: 66mg (R)-2-Chlormandelonltrll in 250|jl DMSO (ca. 1580mM) 
Substratkonzentratlon Im Ansatz: 13.2g/l (78.8mM) 

EIn Vergleich der Ansatze a-c ist In Tabelle 4.1 aniiand der Bildung der 2- 
Chlormandelsaure (In %) dargestellt. Bel alien Ansatzen wurde die HydroxysSure 
quantitativ gebildet. Es zeigte sich. dass auch hShere Substratkonzentrationen prob- 
lemlos akzeptlert werden. 
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58% 1 


85% 


96% 


98% 


100% 



Versuch 4 9- 

dOgfl. 20gfl) im 5ml-MaBstab durehgeffihrt. 

D,e Herstetog des Biokatalysators erfolgte gem.a Belspie, 1, Vanante .,. 2. Fer- 

UorpT • -..en in I 

140m, Puffer resuspendiert (Resting cells, OO^ 52). Jewells 4.75ml dieser Zellsus- 
pension warden fUr die enzyn,a«sohen Umsetzungen ve^endet 
Es wurden 2 verschiedene Konzent^ttonen von (Rh2-Chlo™andelonl.r« in Parallel- 
ansateen untersuch,. Die Reaktion wurde durch Zusatz von 250mI Sub«ra««sunl 

ThTz 7 r^""^""^" SCanelsCranK bel 30-C und 130^,.^^ 
ftihrt. Zur Umsatzkontrolle wurden iew^ik ^nn..! ""'^"ge 

wuraen jeweiis 200pl entnommen und mif 200u/ 1N Hri 

Ber^ite nach 30 Mlnuten war das gesamte Cyanhydrin zum Hyd^xyamid umgese« 
nac. 2h waren ca. 40% Hydroxys.ure gebildet NacH 201, waMIe LeZ^^: 
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b. 100mg (R)-2-Chlormandelonitrll, gelOst in 250mL DMSO ( [S] = 120mM. 20g/l. 

Cosolvens: 5% DMSO) 
Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt. nach 
18h waren 36% Hydroxysaure gebildet. Nach 43h waren 41% HydroxysSure gebil- 
det, danach fand l^eine weitere Umsetzung melir statt, 

Versuch 4.3: 

Beim Versucli 4.3 wurden Umsetzungen mit 10g/l und 15g/l (R)-2-Chlormandelonitril 
durchgefOhrt. Welters wurde nach vollstandigem Umsatz der ee der gebildeten 
IHydroxysdure bestimmt. 

Die Herstellung des Biokatalysators erfolgte gemSB Beispiel 1 Variante II. 2.751 Fer- 
mentationsmedium, Emte nach 20 Stunden. Die Zellen wurden in ca. 200ml Puffer 
resuspendlert (Resting cells, OD546 44). Jewells 4.85ml dieser Zellsuspension wur- 
den fQr die enzymatischen Umsetzungen venwendet. 

Es wurden 2 verschiedene Konzentrationen von (R)-2-Chlonnandelonitril In Parallel- 
ansatzen untersucht. Die Reaktion wurde durch Zusatz von 150|jl SubstratlQsung 
gestartet und in Kulturrdhrchen im SchUttelschrank bei 40''C und 150rpm durchge- 
fOhrt. Die Umsatzkontrolle erfolgte mittels HPLC. Bei vollstandigem Umsatz wurde 
die Hydroxysaure nach AnsSuern extrahiert und der ee bestimmt. 

a. 50mg (R)-2-Chlomiandelonitril, gelOst in 1 50|jl DMSO ( [S] = 60mM, 1 0g/I, Co- 
solvens: 3% DMSO) 

Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt. nach 2h 
waren 80% Hydroxysaure gebildet, nach 19h war die Hydrolyse zur Hydroxysaure 
vollstandlg (Produkt-ee > 99%). 
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b. 75mg (R)-2-Ch(ormandelonltril. gel6st in ISOpI DMSO ( [S] = 90mM. 16g/l Co- 
solvens: 3% DMSO). 

waren ca. 60% HydroxysSure gebildet, naoh 19h war die Hydrolyse zur Hydroxysau- 
re vollstandig (Produkt-ee = 99%). ur nyaroxysau- 

^Ln Ve,wendu„g ume«ch,e<,llcher Co- 

Versuch B i- 

Bel Umsetzungen Un SOml-Malistab wunte DMSO mi. E.OH als Cosolvens vemii- 
Chen. Es wu,„e 5% Cosolvens verwendet. die SubstratkonzenUaflon betrug jedl 
nur4gfl(R).2-Chlormandelonitril. ugjeaoon 

^^Tr^ " ^^""'=' Fem,en,a.ionsn,edium 

fer PH 6.5 SOmM) suspendlert. Diese Zelisuspension (OD 60) wu«.e «r die enzy- 
matechen Umsetzungen ve^ende.. Die Umsetzungen von («>2.Chlonnandeloni^ 

TZZT: T — e^olben beitoZ' 

bT .IT?' HPLC wunlen jeweiis 200m. 

be n.. 200M, 1N HC, ve,.e«, zenMftigiert (5mln, 13.000n,m) und vor der 
verdonn.. Nacb vo„s.andigem U.sa.z wurde der ee des P .duL bes^l^ ' 

L ■ ^^yo^ ""t 200mg («)-2.Chlom,andelonitnl (>99%, ge- 

lost ,n 2300MI DMSO und 200mI 0, 1 % H^PO,. versetzt 

Substratkonzentratlon: 4g/L (24mM). 5% DMSO als Cosolvens 
Produkt-ee von (R)-2-ChlonnandelsaurB : 97% 
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b. 50mL Zellsuspension werden mit 200mg (R)-2-ChIormandelonitril (>99%) ge- 
I6st in 2300|j| EtOH und 200|jl 0.1% H3PO4. versetzt. 
Substratkonzentration: 4g/l (24mM), 5% EtOH als Cosolvens 
Produkt-ee von (R)-2-Chlormandelsaure: >99% 

Versuch 5.2: 

HIer wurden die LSsungsnnittel DMSO, EtOH und 'PrOH wieder mit einem Anteil von 
5% venwendet, die Substratkonzentration betnjg 10g/l (f?)-2-Clilormandelonitril. Die 
Reaktion wurde Im 5ml-l\Aa&stab durchgefQIirt. 

Die Herstellung des Biokatalysators Beispiel 4. Versucli 4.2 (OD546 8.4). Jeweils 
4.75ml der Zeilsuspenslon (Resting cells, OD546 62) wurden fOr die enzymatlschen 
Umsetzungen verwendet. Umsetzungen von (R)-2-Chlormandelonitril (>99%) gelOst 
in DMSO, EtOH undi-PrOH wurden in Kultunrohrchen bei 150rpm und 30°C durchge- 
fOhrt (Parallelansatze). 

Zur Umsatzkontrolle mittels HPLC wurden jeweils 200|j1 Probe mit 200^1 IN HCI ver- 
setzt. zentrifugiert (5min, 13.000rpm) und vor der Messung verdQnnt. Nach vollstan- 
digem Umsatz wurde der ee des Produktes bestimmt. 

a. 50mg (R)-2-Chlormandelonitril. gelost in 250|jl DMSO ( [S] = 60mM, 10g/l, Co- 
solvens: 5% DMSO) 

Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Hydroxyamid umgesetzt, 
nach 2h waren ca. 40% Hydroxysaure gebildet. Nach 20h war die Umsetzung quanti- 
tativ (Produkt-ee = 95%). 

b. 50mg (R)-2-Chlormandelonltril. gelOst in 250^1 EtOH. ( [S] = 60mM, 10g/l, Co- 
solvens: 5% EtOH) 

Bereits nach 30 Minuten 1st das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt, nach 3h 
sind 35% Hydroxysaure gebildet, nach 19h ist die Hydrolyse zur Hydroxysaure zu 
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94% abgeschlossen, nach 28h ist die Umsetzung praktisch vollstandig (Produkt^e = 
97%). 

c. 50mg (/?)-2-Chlormandelonitril, gelost in 250|jl /-PrOH, ([S] = 60mM, 10g/l. 
Cosolvens: 5% /-PrOH) 

Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt. nach 3h 
waren 8% Hydroxysaure geblldet. nach 44h waren 64 % HydroxysSure gebildet 
(Produkt-ee = 92.3) 

Belsplel 6: Enzymatische Hydrolyse bei unterschiedlichen Temperaturen 

Versuch 6. 1: 

Bel Versuch 6.1 wurde der Reaktionsverlauf be! Reaktionstemperaturen von SOX. 
35°C, und 40''C verglichen. Die AnsStze wurden im 5ml-!VlaSstab mit einer Substrat- 
konzentration von 10g/l (/?)-2.Ch!ormandelonitril durchgefUhrt. Nach vollstSndlgem 
Umsatz wurde der ee des Produktes bestimmt. 

Die Herstellung des Biokatalysators erfolgte gemaS Beispiel 4. Versuch 4.2. (OD546 
8.4). Jeweils 4.75ml der Zellsuspension (Resting cells. OD546 52) wurden fOr die en- 
zymatlschen Umsetzungen verwendet. Umsetzungen von 50mg (/?)-2- 
Chlormandelonitrll (>99%) ( [S] = 60mM, 10g/l). gelOst in 250^1 DMSO (5%) wurden 
bei 3 verschiedenen Temperaturen (30°C. 35<'C, 40»C) in KulturrShrchen bel 150rpm 
durchgefuhrt (Parallelansatze). 

Zur Umsatzkontrolle mittels HPLC wurden jeweils 200mI Probe mit 200mI 1N HCI ver- 
setzt. zentrifuglert (5mrn. 13.000rpm) und vor der Messung verdOnnt. Nach vollstSn- 
digem Umsatz wurde der ee des Produktes bestimmt. 
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a. T = aox 

Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt, nach 2h 
waren 42% HydroxysSure gebildet, nach ca. 20h war die Hydrolyse zur (R)-2- 
Clilormandelsaure vollstandig (Produi<t-ee = 96%). 

b. T = 35»C 

Bereits nacli 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt. nach 2h 
waren 65% HydroxysSure gebildet. nach 19h war die Hydrolyse zur (R)-2- 
ChlormandelsSure vollstandig (Produkt-ee = 96.5%). 

c. T = 40*C 

Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt, nach 2h 
waren 86% Hydroxys§ure gebildet, nach 19h war die Hydrolyse zur (R)-2- 
Chlomiandelsaure vollstandig (Produkt-ee = 97.9%). 

Versuch 6.2: 

Bel Versuch 6.2 wurde die Temperatur bis auf 50°C erhdht. 

Die Herstellung des Biokatalysators erfolgte gemaiS Beispiel 4, Versuch 4.3 (OD546 
44). Jewells 4.85ml der Zellsuspension (Resting cells, OD546 44) wurden fur die en- 
zymatischen Umsetzungen verwendet. Umsetzungen von 50mg (f?)-2- 
Chlormandelonitril (>99%) ( [S] = 60mM, 10g/l). gelSst in 150pl DMSO (3%) wurden 
bei 3 verschiedenen Temperaturen (30''C, 40»C, 50°C) in Kultun-ohrchen bei 150rpm 
durchgefUhrt (ParallelansStze). 

Zur Umsatzkontrolle mittels HPLC wurden jeweils 200|j| Probe mit 200pl IN HCI ver- 
setzt, zentrifugiert (5min, 13.000rpm) und vor der Messung verdOnnt. Nach vollstan- 
digem Umsatz wurde der ee des Produktes bestlmmt. 
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a. T = 30°C 

Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt nach 2h 
waren A2% Hydroxysaure gebildet. nach 19h war die Hydrolyse zur HydroxysSure 
vollstandig (Produkt-ee > 99%). 

b. T = 40''C 

Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt nach 2h 
waren 80% Hydroxysaure gebildet. nach 19h war die Hydrolyse zur Hydroxysaure 
vollstandig (Produkt-ee > 99%). 

c. T = 60°C 

Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt. nach 2h 
waren 92% Hydroxysaure gebildet. nach 19h war die Hydrolyse zur Hydroxysaure 
vollstandig (Produkt-ee > 99%). 

Belsplel 7: Umsetzungen von Cyanhydrlnen von Aldehyden mit Rhodococcus 
erythropolis NCIMB 11540 im halb-praparativen Ma&stab 

FQr alle Umsetzungen wurde K/Na-Phosphatpuffer (50mM. pH 6.5) venvendet Die 
Reaktionsverfolgung erfolgte mit HPLC. Nach Probenahme wurde zum Abstoppen 
der biokatalytischen Reaktlon mit Probenvolumen IN HCI versetzt (Parallelproben) 
Nach Zentrifugation (6min. 13.000rpm) wurxJe mit HPLC-Laufmittel verdOnnt. 

Zur Aufarbeltung wurde die Biomasse 30mln bel 4'C und 3000rpm abzentrlfugiert 
und einmal mit H^O dest gewaschen. Nach Ansauem des Oberstandes mit IN HCI 
auf pH 2 wurde 3-4 mal mIt TBME extrahiert. 
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Versa ch 7. 1: 

Die Herstellung des Biokatalysators erfolgte gem^S Beispiel 1. Variante II. 31 Fer- 
mentationsmedium, Ernte nach 20 Stunden (OD546 5.9). Die Zelien wurden zu ca. 
180ml in Puffer resuspendiert (Resting cells, OD546 80). 

0.6g (R)-2-Chlomiandelonitril (ee > 99%). gelOst in 1.6ml DMSO wurden 60ml dieser 
Zellsuspension zugesetzt. Die Hydrolyse wurde bei 30°C und 150rpm im SchOttel- 
schrank durchgefOhrt. Nach SOmin war das Cyanhydrin vollstandig hydrolysiert. 
nach 17 Stunden war die Umsetzung zur (f?)-2-Chlormandelsaure vollstandig. 
Rohausbeute: 0.73g (109%) 
Produkt-ee: >99% 

Versuch 7.2: 

In Versuch 7.2 wurden einige Reaktionsparameter variiert. Als Standardbedingungen 
galten 10g/l Substrat und DMSO als Cosolvens (hier 2.5%). Ein zweiter Ansatz wur- 
de mit 15g/l Substrat durchgefOhrt, ein welterer mit 10g/l Substrat und DMF als Co- 
solvens. 

Die Herstellung des Biokatalysators erfolgte gemas Beispiel 1, Variante II. 31 Fer- 
mentationsmedium, Ernte nach 20 Stunden (OD546 6.8). Die Zelien wurden zu ca. 
190ml Puffer resuspendiert (Resting cells, OD546 69). Orel Umsetzungen wurden 
durchgefOhrt. 

A: 0.3g (R)-2-Chlormandelonitril (ee>99%), gelQst in 750mI DMSO wurden 
30ml dieser Zellsuspension zugesetzt. Die Hydrolyse wurde bei 40"'C und 150rpm im 
Schuttelschrank durchgefOhrt. Nach 30min war das Cyanhydrin vollstandig hydroly- 
siert, nach 5 Stunden war die Umsetzung zur (R)-2-Chlomiandelsaure vollstandig. 
Rohausbeute: 0.31 g (93%) 
Produkt-ee: >99% 
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4^ .39 («).2^h.o™andato„,.ri, (ee>99%,, gelas. in TSOp, DMF wurden 30.,, 

s,ert. nach 5 Stunden war die Umsatzung zur («).2.Chlormandeisau,« voilsMndig 
Rohausbeute: 0.30g (90%) ^' 



Produkt-ee: 98.5% 



AnsaiC; 0^459 (R)-2.Ch.ormande,oni,ri. (ee>99%), gelast in /SOpl DMSO wurden 
s i r: ^~ "ydrolyse „u,de bei 40-C und ISOrp. m 

SchuttelsohranK durchge«hrt Nach 30min war das CyanhydHn vo..s«ndig hydro," 

^d^ """''"'^ m-C-.on.ande,s.u. p JisI vc - 



stSndig 
Rohausbeute: 0.45g (90%) 
Produkt-ee: >99% 



Versuch 7 .^- 

Hier wurden 2 Ans..ze n,i. verschieden groSer Subs.,a«<onzen*,«on (Ansatz A 
rasch und waren nach 2 Stunden vollstandig. 

Die Hersteiiung des BioKaUlysators erfo.gte gemae Beispie. 1, Variant .1. 3, Fer- 
■ """^ '° ' °^ in ca. 

'"^""^ " ™ 

^feAl 0 8g («).2.Ch,o„nande,on.M, (ee>99»/o,, geias, in 1 .6m, DMSO wurden der 
srirrVr" ^^^^^ ^'^ "^^-^'^--^de be, SO-C und ISOrpmt 
sTrt H ,T ^^-''Vdnn voiisMndig h^d^ly 

Rohau h ! of" («f2.Ch,cm,ande,sau. vo,^Ld,g 

Rohausbeute: 0.85g (95%) ^«"«ia. 
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I t. f.. 



Produkt-ee: >99% 

Ansatz B: 1.2g (R)-2-Chlormandelonitril (ee>99%), gelost in 1.6ml DMSO wurden der 
Zellsuspension (80ml) zugesetzt. Die Hydroiyse wurde bei SCC und 150rpm im 
Schattelschrank durchgefuhrt. Nach SOmin war das Cyanhydrin vollstandig hydroly- 
siert, nach 2 Stunden war die Umsetzung zur (/R)-2-Chlormandelsaure vollstandig. 
Rohausbeute: 1 .26g (94%) 
Produkt-ee: 98.9% 

Versuch 7.4: 

Die Herstellung des Biokatalysators erfolgte gem§R Beispiel 1, Variante II, 2.51 Fer- 
mentationsmedium, Ernte nach 20 Stunden (OD546 6.9). Die Zellen wurden In ca. 
160ml Puffer resuspendiert (Resting cells. OD546 63). 

1 .3g (R)-2-Chlonnandelonitril (ee>99%), gel6st in 2.5ml DMSO wurden 140ml dieser 
Zellsuspension zugesetzt. Die Hydroiyse wurde bei 40°C und 150rpm im SchQttel- 
schrank durchgefQhrt. Nach 15min war das Cyanhydrin vollstandig hydrolysiert. nach 
3 Stunden war die Umsetzung zur (R)-2-Chlormandelsaure vollstandig. 
Rohausbeute: 1 .43g (98%) 
Produkt-ee: >99% 

Versuch 7.5: 

Bel dieser Umsetzung wurde 1g Mandelonitril bei einer Substratkonzentration von 
8g/l zur entsprechenden Hydroxysaure hydrolysiert. 

Die Herstellung des Biokatalysators erfolgte gemaB Beispiel 1, Variante II. 21 Fer- 
mentationsmedium, Emte nach 20 Stunden (OD546 8.4). Die Zellen wurden In ca. 
120ml Puffer resuspendiert (Resting cells, OD546 74). Die Umsetzung wurde nach 
Tieffrieren des Biokatalysators Qber Nacht durchgefQhrt. 
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1.0g (/?)-(+).Mandelonitril. gelost in 2.4ml DMSO wurde der Zellsuspenslon (120ml) 

fTr.? '"^ SchOttelschrank durchge- 

fuhrt Nach 15mln war das Cyanhydrin vollstandig hydrolysiert. nach 5 Stunden war 
die Umsetzung zur (R)-Mandelsaure vollstandig. 
Rohausbeute: 1.1 6g (100%) 
Produkt-ee: 93% 

Belsplel 8: Umselzungen von Cyanhydrinen von Ketonen mK Rftorfococcus 
erythnpolts NCIMB 11540 in. halbHJrSparaUven MaBstab 

es wurde en K/Na-Phosphatpuffer (50mM. pH 6.5) ve^endet D,e Reaktionsvertbl- 

gung erfolgte mit DC. 

zur Aufarbeitung wurde die Blomasse 20min bei 4-C und 6000rpm abzentrifugiert 
und einmal mit HaO dest. gewasohen. Nach Ansauem des Oberstandes mit 1N HCI 
auf pH 2 wurde 3-4 mal mit TBIVIE extraliiert. 

Die Hersteilung des Biokataiysators erfoigt gemas Beispiel 1, Variante II, 2L Fem,en- 
tationsmedium, Emte nach 20 Stunden. Die Zelien wu«ien in ca. 60mL Puffer 
suspendlert (Resting cells, OD546 60). 

300mg (SfAcetophenoncyanhydrin (25% Acetophenon, ee 94%), gelflst In 1mL 
DiVISO wurden der Zellsuspenslon zugesetzt Nach 20h war die Umsetzung it DC 
vollstandig und das Produkt (enthilt 1-Phenylethanol und Spu.«n anderer Vea.ni«|. 
nigungen) wurde extrahiert. Die Umsetzung vedlef ohne Veriust an Enantlomeren- 

reinneit. 

Rohausbeute: 367mg 



Beispiel 9: Erzeugung von Enzympraparationen von Nitrilhydratase und Ami- 
dase zur Hydrolyse substituierter Cyanhydrine mittels rekombinanter Expres- 
sion in £. coli 

Zur Expression der Nitrilhydratase, sowie zur Expression der Amidase wurde das 
pMS470-Plasmidsystem herangezogen. Dieses Plasmid verfugt neben den replikati- 
ven Elementen, einer selektionierbaren Ampicillin-Resistenz und dem Lac- 
Repressor-Gen lad Qber einen induzierbaren tac-Promotor, welcher eine gesteuerte 
Oberexpression der einklonierten offenen Leserahmen eriaubt. 

Expressionsplasmid fQr die Rhodococcus erythropolls NCIMB 11540 Nitril- 
hydratase: 

Die Plasmidkarte ist in Abbildung 1 zu sehen. Das Plasmid tragt die Bezeichnung 
pMS470Nlise7.3. Es enthSit neben den beiden Genabschnitten der Nitrilhydratase 
(a- und p-Untereinheit) noch einen dritten offenen Leserahmen, welcher fUr ein Akti- 
vatorprotein codiert. 

Expressionsplasmid ftir die Rhodococcus erythropoHs NCIMB 11540 A- 
midase: 

Anders als bei der Nitrilhydratase Ist fQr die Expression der Amidase von Rhodococ- 
cus erythropoHs NCIMB 11540 nur ein einziger Leserahmen notwendig und dieser 
wurde Im Plasmid pMS470-33/3/1/11 hirrterdem tac-Promotor einkloniert. Die Abbil- 
dung 2 zelgt die Plasmidkarte dieses Konstmktes. 

Fermentation der rekombinanten Nitrilhydratase und Amidase 

Die Fermentation der beiden Enzyme erfolgte grundsStzlich nach dem allgemeinen 
Protokoll, ausgearbeitet fUr die Oberexpression von Enzymen im pMS470 System. 

Dabei wurde: 

-aus einer Ober-Nacht-Kultur (ONC) in eine Hauptkultur mit LB-Medium und-Antibio- 
tikum im SchQttelkolben uberimpft. 



-bis in die exponentlelle Phase anwachsen gelassen 



-bei ODeoo (Optlsche DIchte bel 600nm) 0.8 bis 1.5 mit IPTG (Isopropylthiogalactopy- 
ranosid) induziert 

-fQr 18h waiter induziert (Proteinexpression) 

-geemtet (Zentrifugation) und aufgeschlossen (Ultraschall) 

Expression der Nitrilhydratase 

Die mit pMS470Nhase7.3 (bzw. plVISNhasetactac7.3) transformierten E. coli B Bl_21 
Zellen wurden auf LB-Ampicillin-Platten vereinzelt und eine ONC von 100ml LB- 
Amplcillin IVIedium mit einer Einzelkoionie beimpft. Am nSchsten IVlorgen wurde eine 
Hauptkultur bestehend aus 250ml LB-Ampicillin IVIedium in einem 1000ml Schika- 
nenkolben auf eine ODeoo von 0.01 bis 0.03 (Beckmann Photometer) beimpft. Die 
Wachstumstemperatur wurde auf 25»C eingeregelt. da bei hSheren Temperaturen 
ausschlieSlich die Bildung von unlSsllchen EInschluBkOrperchen erfolgt. Nach Errei- 
chen der Induktionsdichte (ODeoo^l Beckmann Photometer) wurden die Kulturen 
durch Zusatz von IPTG zu einer Konzentration von 0.1 mM induziert. Zusatzlich wur- 
den die Medien mit 0.1 mM Ammoniumeisen(lll)cltrat supplementiert. Nach Erreichen 
einer OD6oo>4 wurden die Kulturen geerntet (Zentrifugation bei ca. 3000*g fur 15min) 
und einmal mit ca.lOOmI PBS-Puffer gewaschen. Das Zellpellet wurde Im AnschluB 
in PBS-Puffer resuspendiert (ca. 5ml Gesamtvolumen) und mit einer Ultraschallson- 
de (BRANSON Sonlfler 250. 6O0/0 Leistungseinstellung. Konstantbeschallung; 6 mal 
30s mit je 1 min Pause zur KOhiung) aufgeschlossen (Visuelle Kontrolle der Vollstan- 
dlgkeit unter dem Mikroskop). Die so erhaltenen Rohlysate besaUen eine typische 
Aktivitat von ca. 100-250 U/ml (ca. 350-500U/ml fQr pMSNhasetactac7.3). anaiyslert 
mit Methacrylonitril als Substrat unter den nachfolgend angefOhrten Bedlngungen 
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Zur Konservierung wurden die Lysate bei -ZO'C gelagert. Lagerung bei Raumtempe- 
ratur ist mit einem schnellen Verlust an Aktivltat verbunden. 

Aktivltatsbestlmmung: Rohlysate wurden unmittelbar vor der Aktivitatsbestimmung 
1:10 mit PBS-Puffer verdQnnt. 1.4ml einer 40mM Methacrylonitril Losung in PBS- 
Puffer wurden mit 20 ^1 des verdQnnten Lysats versetzt und bei 28X inl<ubiert (Ep- 
pendorf Themiomixer 5436). Zum Zeitpunkt 0. 1. 2. 5. 10 und 15 Minuten wurden 
200pl Proben entnommen und unmittelbar mit SOOpI 0.17% PhosphorsSure die En- 
zymreaktion in diesen Proben gestoppt. Nach Zentrlfugation (16000*g. 10 Minuten) 
wurden die Proben spektrophotometrisch ( Perkin Elmer UV/VIS-Spekrometer 
Lambda Bio) be! 224nm vermessen. Der Anstieg der Extinktlon wurde mIt der Zu- 
nahme der Konzentration an Methacrylamid korreliert, wobel ein e-Wert von 0.57 
l*mmor^*cm*^ herangezogen wurde. 

Expression der Amidase 

Die mit PMS470-33/3/1/11 transfomiierten £ coli B BL21 Zellen wurden auf LB- 
Ampiclllin-Platten vereinzelt und eine ONC von 100ml LB-Ampicillin Medium mit einer 
Elnzelkolonle beimpfl. Am nachsten Morgen wurde eine Hauptkultur bestehend aus 
250ml SOC-Ampiclllin Medium in einem 1000ml Schikanenkolben auf eine ODeoo von 
0.01 bis 0.03 (Beckmann Photometer) beimpft. Die Wachstumstemperatur wurde auf 
30»C eingeregelt, da die Femientation bei 37°C ausschlieBlich zur Blldung von unl6s- 
lichem und inaktlven Protein fQhrt. Nach Erreichen der Induktionsdichte (OD6oo=1 
Beckmann Photometer) wurden die Kulturen durch Zusatz von IPTG zu einer Kon- 
zentration von 0.3mM induziert. Nach einer Induktlonszeit von 16h wurxlen die Zellen 
geemtet (Zentrifugation 3000*g. 10min) und mit Natriumphospatpuffer (0.1M. pH=7) 
gewaschen. Das gewonnene Pellett wurde auf ca. 5ml Gesamtvolumen im Wasch- 
puffer resuspendiert und mit einer Ultraschallsonde (BRANSON Sonifler 250. 60% 
Leistungselnstellung. Konstantbeschallung; 5 mal 30s mit je 1 min Pause zur KOh- 
lung) unter standiger KQhIung bis zur Vollstandigkeit aufgeschlossen (Visuelle Kon- 
trolle der Vollstandigkeit unter dem Mikroskop). Die derart gewonnenen Rohlysate 
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von ca. 75 U/ml, besfmrnt m,t Acetamid (40mM) ate Subsfrat in PBS-Puffer bei 37-C 

BestimmungderAmidaseaktivitat: 
Folgende LSsungen wurden verwendet: 
SubslratlSsung: 40 mM Acetamid in PBS 
Lesung A- 10% (w/v) Phenol in Ethanol (95%) 
Lesung B: 0.5% (w/v) Nitropnjssidnatrium in ddHaO 

Lasung C: 100g tri-Natriumoitrat and 5g of Natdumyd«,xld in 550 ml Wasser 
Losung D: eoOmI handelsObllche Nattumhypoohlorft-Lflsung ve^lOnn. auf 1000ml 
Ammon,um3.anda.xi8: 0. 80, 120. 200, 280, 400^g. Ammoniumsulfa. In Wasser 

1.4ml Substmtlessung wurden mit 10,1 Enzymve^lOnnung (1:10 in PBS) bei 30'C in- 
u .ert (EppendorfThermomlxer 5436). In 100pl Proben wurden naoh 0, 1, 2 5 0 

l^en ptb?" T'l "^""' ^ B'^'r^r.sU^n gestopp,. Nach En.nahn» dl 
ie^en P„be wurden d.e so erhaltenen Usungen mi, 400pl Wasser veMOnn. Zur 
Kalibnerung wu,^en welters Ammoniumstandard-Lasungen Oe SOOmi) mi. 20m l" 
s g A vese,.. Zu Proben sowie Standards wu^en da.uf 20,1 der Lung B u,^ 
SOMI e,nes Gem,sches von 4 Teilen Lasung C m« 1 Tell Lasung D zup.ppe.Ber. Gute 

sZ:T"Z - ^^-derPnTen u" 

Ste dards wurden bei ST'C fOr 15m.n belassen. Die entetandene Blaufflrbung wu J 
naoh Verdunnung aiier Proben und Standa,ds 1:10 mi. Wasser im Spek.ropho.ome! 
.er (Per.n Elmer UV/VIS^peK.ome.er Lambda Bio) bei 640nm duan.i Jr. Dul 



Beispiel 10: Hydrolyse unter Verwendung des rekombinanten Enzyms 



Bei diesen Umsetzungen wurde klonierte Nitrilhydratase von Rhodococcus erythro- 
polis NCIMB 11540 als Rohlysat des E. coli Klons 7.3 (hergestellt gemSB Beispiel 9) 
verwendet. 

DurchfQhruna: 

50ijL Rohlysat wurden mit 425mL Puffer (K/Na-P04-Puffer. pH 7, 50mM) verdQnnt 
und mit 25|jL einer ca. 200m!VI Substratldsung in DMSO versetzt (5mg Protein/mL 
S.-Konz. ca. 10mM, 5% DMSO). Die Umsetzung wurde im Thenncmlxer bei SOX 
und lOOOrpm durchgefOhrt. Nach 0, 2, 4. 6, 8, 10. 15. 20. 30. 60 und 120 Minuten 
wurde jewells eln Eppendorfer mit 0.5mL IN HCI versetzt. Nach Zentrifugation (5min, 
13.000rpm) und entsprechender VerdOnnung wurden die Konzentrationen von Cy- 
anhydrin und Hydroxyamid mittels HPLC bestimmt. Die Al^tivitat der Nitrilhydratase 
wurde anhand der Geschwindigkeit der Bildung des Hydroxyamides emnittelt (Stei- 
gung im Anfangsbereich). Als Standardsubstrat (100% Aktivitat) wurde 2-Hydroxy-4- 
phenyl-butyronltrll verwendet. Die Aktivitat bei der Hydrolyse der anderen Substrate 
wurde mit der Aktivitat an 2-Hydroxy-4-phenyl-butyronitrll verglichen (T ab. 5). 

Eraebnisse: 

Die Aktivitat der Nitrilhydratase im Rohlysat des E. coli Klons 7.3 bei der Hydrolyse 
von 2-Hydroxy-4-phenyl-butyronitril betmg ca. o.3umol*ma-^*min \ In Tabelle 5 ist 
ein Aktivitatsvergleich an den verschiedenen Substraten dargestellt. 
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Ia6fi!!e& Vergteich der Aktivitat der Nitrilhydratase aus dem E. coli Klon 7.3 an den 
verschiedenen Substraten. 



Substrat 


Aktlvit^t der 
NItrilhydratase [%] 








100 


OH 


100 
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Umsetzung von W^-Chlomiandelonifril im halbi,rtpara«»en MaSsfab 

50mL eines Rohlysates der klonlerten Nitrilhydratase von Rhodoccccus enrthn>potls 
NCIMB 1 1 540 (£ coli Klon 7.3, hergestellt gen,a6 Beteplel 9) wu«ten mit lOOmL Puf- 
fer (K/Na.P04-Puffer, 50mM, pH 6.5) venlOnnt Nach Zusatz von 1 Og («>2- 
Chlomiandelonitril (ee>99%) in 1.6mL DMSO wunie die Suspension bei 150rpm und 
30 C geschOtteH. Nach vollsKndigem Umsatz wuiden die ZelltrOmmer abzentrifugiert 
und das Produkt wirde 4 Tage mIt CH^Cfe kontinuierlich extrahlert. 
ee des Rohproduktes: >99% 
Ausbeute nach Relnigung: 0.91g (82%) 



PatentansprQche: 



1 . Verfahren zur Herstellung von chiralen a-HydroxycarbonsSluren, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass (R)- oder (S)-Cyanhydrine in Gegenwart von Rhodococcus 
erythropolis NCIMB 11540 durch enzymatische Hydrolyse in die kon-espondieren- 
den (R)- oder (S)- a-Hydroxycarbonsauren QberfOhrt werden. 

2. Verfahren nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, dass (R)- oder (S)- 
Cyanhydrine als Edukte eingesetzt werden, die durch enzymatische oder che- 
misch katalysierte Addition einer Cyanldgruppe and die entsprechenden aliphatl- 
schen, aromatlschen oder heteroaromatischen Aldehyde oder Ketone erhalten 
werden. 

3. Verfahren nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, dass (R)- oder (S)- 
Cyanhydrine der Formel 

HO CN 

X 

R1 R2 (,j 

in der R1und R2 unabhSnglg vonelnander H, einen gegebenenfalls ein- oder 
mehrfach mit unter den Reaktionsbedingungen inerten Substituenten substltuler- 
ten Ci-Ce-Alkyl- oder -Alkenylrest oder einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach 
mit unter den Reaktionsbedingungen inerten Substituenten substituierten Phenyl- 
rest bedeuten, mit der Ma&gabe, dass R1 und R2 nicht beide H sind, eingesetzt 
werden. 

4. Verfahren nach Anspmch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass der Mikroorganlsmus 
Rhodococcus erythropolis NCIMB 11540 in Form von gemahlenen Zellen, rohen 
Oder gereinigten Enzymen, rekomblnanten Enzymen, Immoblllslerten Zellen oder 
Enzymen, lyophlllslerten Zellen oder von jesting cells" eingesetzt wird. . 
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5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Mikroorganlsmus 
Rhodococcus erythropolis NCIMB 11540 in einem wassrigen Medium suspendlert 
wird und die so erhaltene Suspension mit dem entsprechenden chlralen Cyan- 
hydrin in Gegenwart eines LOsungsvermlttlers als Cosolvens versetzt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5. dadurch gel<ennzeichnet. dass als Lfisungsvermittler 
organlsche LOsungsmittel. Tenside oder Phasentransferl<atalysatoren eingesetzt 



7. Verfahren nach Anspruch 6. dadurch gel^ennzelchnet, dass als organisches L6- 
sungsmittel DMSO. DMF, Ci-Ce-Alkohole, TMBE Oder Gemlsche derselben einge- 
setzt werden. 

8. Verfahren nach Anspmch 5, dadurch gekennzeichnet, dass der Cosolvensanteil 
zwischen 0,5 und 20Vol% bezogen auf das Gesamtvolumen der ReaktionslOsung 



9. Verfahren nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet. dass der pH-Wert des Re- 
aktionsgemlsches zwischen 4.5 und 1 1 liegt. 

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Hydrolyse bei 
einer Temperatur zwischen 10 und 60°C durchgefQhrt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass als rekomblnantes 
Enzym ein durch Expression, des pMS470-Plasmldsystems in eIner geeigneten 
Wirtszelle erhaltenes Enzym eingesetzt wird. 



werden. 



Ilegt. 
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DSM Fine Chemicals Austria Nfg GmbH & Co KG 



Zusammenfassung 



Verfahren zur Herstellung von chiralen a-Hydroxycarbonsauren, bei welchem (R)- 
oder (S)-Cyanhydrine in Gegenwart von Rhodococcus erythropolis NCIMB 11540 
durch enzymatische Hydrolyse in die korrespondierenden (R)- Oder (S)- a- 
Hydroxycarbonsauren uberfQhrt werden. 
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